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論文内容要旨
 敗血症や多臓器不全の際に出現する肝障害にはエンドトキシン血症が関与することはよく知ら
 れている。その発症機序を解明する目的で,初代培養肝細胞とKupffer細胞との混合培養系を
 確立し,肝細胞膜の特異的過酸化物であるphosphatidylcholinehydroperoxide(以下PCOOH
 と略),肝細胞蛋白合成能,培養上清中の各種逸脱酵素を測定することにより,肝障害の機序と
 しての膜脂質過酸化とそれに関わるKupffer細胞の意義について検討した。
 またマクロファージが主たる産生部位である代表的なサイトカインであるTNFαも併せて測
 定した。
 さらに混合培養系に各種のscavengerを添加することにより,本反応に関与する活性酸素種に
 ついても考察を加えた。
 PCOOHは肝細胞単独培養群ではLPSを加えても増加せず,混合培養群にLPSを添加した時
 のみ増加を認めた。蛋白合成能も肝細胞単独培養群ではLPSを添加しても,生食水を添加した
 コントロール群に対して有意差を認めなかったのに対し,混合培養群では蛋白合成能は,コント
 ロール群の約50%と有意に抑制された。またこの時,上清中の肝逸脱酵素(GOT・GPT)の上
 昇もみられた。培養上清中のTNFαについても,混合培養群にLPSを添加した時のみ活性の上
 昇が認められた。
 さらに,混合培養系にLPSと共に各種のscavengerを投与した場合,SODに対しcatalase優
 位のPCOOH増加の抑制がみられ,上清中肝逸脱酵素も有意の低下を認めた。
 これらのことより,肝細胞膜脂質過酸化反応はエンドトキシンにより活性化されたKupffer
 細胞が放出する活性酸素が関与しており,本反応がcatalase添加により著明に抑制されたこと,
 および組織障害の強さの点から考えてもOHが本反応のtriggerとなっている可能性が示唆され
 た。
 また,SOD添加では,PCOOHに抑制は認められないものの,GOT,GPTの増加は抑制され
 たことから,Kupiffer細胞よりsuperoxideの放出があり,そのsuperoxideは膜脂質過酸化反応
 の直接的なtriggerとはなり得ないが,さらにOH生成の要因の一つとなり,膜脂質過酸化反応
 を亢進させるという可能性も考えられた。
 以上より,LPSで活性化されたKupffer細胞によって放出された活性酸素が肝細胞膜の不飽
 和脂肪酸であるphosphatidylcholineの連鎖的過酸化反応を活性化させることによる肝細胞障害
 をもたらし,その結果肝細胞蛋白合成能の低下や,内在性酵素の逸脱を惹起する可能性が考えら
 れた。
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 これまでinvivoにおいては,教室のラーマンらは,盲腸結紮・穿刺によるエンドトキシン血
 症モデルを用い,肝障害の発症機序を膜脂質過酸化を中心に明らかにした。すなわち,腹膜炎導
 入後経時的に肝エネルギー代謝は障害され,PCOOHが増大し,それらの変化はSOD,catalase
 の投与により抑制されるとの結果であり,エンドトキシン血症時の肝障害に活性酸素生成による.
 肝細胞膜脂質過酸化が重要であることが示唆されてきた。
 しかしながら,Kupffer細胞との関連において肝細胞障害,特に肝細胞膜脂質過酸化反応の面
 からの検討は未だみられていない。
 本研究によって,肝細胞膜脂質過酸化反応は,活性酸素というmediatorを介してKupffer細
 胞が主役を演じていることが明らかにされた。さらに,inviむroにおいて初代培養肝細胞を用い,
 LPS添加・培養後の肝細胞より直接脂質を抽出し,PCOOHを測定することにより,より鋭敏な
 膜脂質過酸化反応の検討を行うことができた。
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 審査結果の要旨
 この論文は,invitroにおいて初代培養肝細胞とKupffer細胞との混合培養系を用いて,LPS
 を添加した場合の肝細胞障害のメカニズムを検討したものである。
 この論文のoriginalityは,肝障害のメカニズムの中で膜脂質過酸化反応に注目し,細胞膜リ
 ン脂質の主要構成成分であるphosphatidylcholinehydroperoxide(PCOOH)を測定すること
 により,LPSの直接的な肝細胞障害作用は否定され,LPSにより活性化されたKupffer細胞が
 何らかのmediatorを放出し,それにより肝細胞障害が惹起されることが示された。同時に混合
 培養系において,肝細胞の蛋白合成能や上清中のTNFα,肝逸脱酵素を測定し,LPSを添加し
 た場合のみ,蛋白合成能の低下や上清中肝逸脱酵素やTNFαの上昇を認めた。
 次にKupffer細胞から放出されるmediatorに関して検討している。すなわち,LPSを添加し
 た混合培養系に各種のscavengerを投与し,PCOOHおよび上清中肝逸脱酵素の変動を測定して
 いる。scavenger,特にca七alaseを投与した場合に著明なPCOOH増加の抑制が認められた。
 SOD投与ではPCOOH値に有意差は認められないものの低値をとる傾向を示し,上清中肝逸脱
 酵素は有意に低値をとった。これらのことから,LPSにより活性化されたKupffer細胞により,
 各種のoxygenfreeradicalが放出され,肝細胞膜の連鎖的過酸化をもたらし,その結果肝細胞
 のviabili七yの低下を伴う障害が引き起こされる可能性が示唆された。またoxygenfreeradical
 の核種については,組織障害の強さの点からみてもhydroxyradica1(OH一。)が本反応のtrig-
 gerとなっている可能性が大であるとの結論であり,またsuperoxide(02、)もH202生成の
 原因となることから本反応に関わってくるものと結んでいる。実験データの処理とそこから導か
 れる考察に特に問題はないものと思われる。
 今後は,肝障害の機序を検討する上でKupffer細胞から放出されると思われる各種のサイト
 カインについても検討することが望まれる。
 元来脂質過酸化測定にはTBA法が用いられてきたが,感度においてやや鈍いことが知られて
 いる。今回の論文においてはchemiluminescence-HPLCを用いて,培養肝細胞から直接脂質を
 抽出し,鋭敏な測定系にて測定しており,この方法は未だ発表されていない新しい方法であり,
 肝障害発症機序における膜脂質過酸化反応を介してKupffer細胞の役割を明らかにしたことに
 より,この論文は学位に値するものと思われる。
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